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Les microtubules sont des elements essentials pour de nombreuses fonctions dans toutes sortes de cel- 
lules. En particulierdans les plantes, lis jouentun rdle central dans plusleurs phenomenes importants, en par- 
ticulier ceux relatife a la morphogenese. Dans tous les eucaryotes, les microtubules sont composes de bon 
nombre de proteines hautement conservees, les plus abondantes etant les tubulines. Deux sous unites prin- 
5 cipales de proteines ont ete decrites, appelees tubuline a et tubuline p. Les fonctions essentielles des micro- 
tubules et leur distribution omniprSsente ont souventsugg£re l'id§e que les gSnes codant pour les tubulines 
sont un bon exemple de genes fortement et structurellement exprinrtes. En fait les sous unites de tubuline sont 
codees dans les eucaryotes par une famille de genes. Dans le domaine vegetal, les tubulines a et p ont ete 
etudi6es dans quelques plantes telles que le maTs, Arabidopsis, le soja, le pois, et la carotte. Dans tous ces 

10 cas, les genomes respectlfs codent pour de multiples genes de tubulines a et p, qui sont difteremment expri- 
ntes durant le d6veloppement du vegetal. Dans Arabidopsis, une analyse soigneuse d'une famille des genes 
de tubulines a rev6le 15 genes (6 tubulines a et 9 tubulines p) codant pour ces prot6ines(Kopczak et a/., 1992; 
Snustad e/a/., 1992). Dans le maTs, 3 genes de tubulines a ont 6te clones et sequences (Montoliu et a/., 1989; 
Montoliu et a/., 1990), et six autres peuvent etre detectes par analyse PCR de I'ADN g6nomique (Montoliu et 

15 a/., 1992). Selon une tecente etude, au moins six sequences d'ADN de tubulines a distinctes ont ete donees 
et caracteris6es a partir de tissus de maTs( Villemur et a/., 1992). 

Les genes Tub a 1 et Tub a 2, issus du maTs sont arranges en tandem, separe par au moins 2 kilo paires 
de bases(kb) d'ADN. lis sont exprintes dans tous les tissus meristematiques du mais avec des niveaux eleves 
depression dans le systeme radiculaire (Montoliu et a/., 1989). Le gene Tub a 1 est exprime dans tous les 

20 tissus analyses a un niveau plus elev6 que le gene Tub a 2 et est en outre fortement exprime dans le pollen 
(Montoliu et a/., 1990). Des experiences d'hybridation in vitro montrent tju'a I'interieur des tissus meristema- 
tiques, le gene Tub a 1 est exprime au cours de I'activation centrale quiescente (Rigau et a/, in Press). Dans 
Arabidopsis, un gene s'est r6v6!e specif iquement exprime dans le pollen mais aucun n'a montre le nteme pa- 
tron ^expression que les genes de maTs Tub a1ouTuba2 (Carpenter et a/., 1990). Le gene de maTs Tub a 

25 3 est exprinrte dans tous les organes v6g6taux qui sont riches en cellules en division, en particulier dans les 
embryons immatures (Montoliu et at., 1990). 

II a maintenant ete trouve que les Elements de regulation promotrice des regions issues de genes de tu- 
buline a de maTs peuvent commander une expression tissulaire specifique dans le pollen, les systemes radi- 
culaires, les zones meristematiques et les embryons immatures des especes vSgetales tant monocoty!6dones 

30 que dicotyledones. La presente invention permet un plus grand contrdle de ('expression gSnique dans les plan- 
tes transgeniques, permettant notamment un meilleur contrdle des genes de resistance herbicide. 

La presente invention a pour objet la r6gion regulatrice 5' d'un gene de tubuline a de maTs. Cette region 
est def inie, dans la presente invention, comme un ensemble de regulation amont (ERA; en anglais upstream 
regulatory ensemble: URE), utile pour commander I'expression de genes codant pour des proteines rteterolo- 

35 gues. L'ERAcomprend plusieurs elements de regulation, qui creent des patrons d'expression r6gulee distincts, 
lorsqu'ils sont lies aux regions codantes de genes heterologues exprimes dans les plantes transgeniques. En 
particulier la presente invention fournit de I'information concernant les regions isolees de I'ADN issu de genes 
de mais Tub a 1 , qui commando specif iquement I'expression des genes dans les racines, le pollen et les tissus 
meristematiques. 

40 Un autre aspect de I'invention concerne des genes chimeres de plantes contenant ces elements de re- 
gulation. Les elements de regulation sont lies de maniere fonctionelle a la sequence codante d'un gene hete- 
rologue, de sorte que I'element de regulation est capable de contrfiler Texpression du produit code par le gene 
heterologue. Si necessaire, d'autres Elements promoteurs, en totalite ou en partie, sont inclus dans les cons- 
tructions de genes chimeres. Ces elements complementaires comprennent mais ne sont pas limites, aux se- 

45 quences d'introns de monocots tels que I'intron 1 du gene d'actine du riz, qui renforce beaucoup I'expression 
des genes heterologues dans les tissus de monocots. L'invention comprend aussi des vecteurs de transfor- 
mation de plantes ainsi que les cellules v6getales transformees par ces vecteurs et des plantes et les semen- 
ces contenant le gene chimere. 

Selon un autre aspect de Tinvention, on produit des genes chimeres comprenant une sequence d'ADN 

so codant pour un polypeptide de fusion contenant un transit peptide amino-terminal, qui est capable de dinger 
la localisation subcellular de peptides heterologues vers les organelles subcellulaires specif iques de cellules 
vegetates, avec obtention d'un contrdle accru et un meilleur ciblage de I'expression genique dans les plantes 
transgeniques. 

L'invention a egalement pour objet un proc6d6 pour produire des plantes monocot ou dicot transformees, 
55 ayant une nouvelle propriete et notamment r^sistantes aux herbicides. Les cellules vegetales transformees 
avec cette construction peuvent donner naissance, par regeneration et/ou culture, a des plantes resistantes. 

La presente invention comprend des elements de regulation cis de I'ensemble de regulation amont (ERA) 
de genes de tubuline a de mais. Ces elements de regulation cis sont des regions discretes de I'ERA, qui confe- 
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rent une regulation de I'expression sur !es genes sous leur controle. En particulier, I'invention comprend un 
acide nud6ique isoie contenant au moins un element g6nique permettant une expression sp6df ique dans les 
racines, dans le pollen, dans les meristemes et les embryons Immatures.Tout gene de tubuline peut fournir 
les elements de regulation, notamment , seuls ou en combinaison, les g£nes de maTs Tub a 1 t Tub a 2 et Tub 
5 a 3, qui repr6sentent trois genes tubuline a similaires. De preference, on utilise le gene de tubuline a de maTs 
Tub a 1, comme source d' elements de regulation. 

Un des elements de regulation selon Invention commande I'expression g6nique sp6cif ique dans les ra- 
cines. Un element de regulation specif ique des racines comprend une sequence de nucleotide particuliere, 
qui est capable de dedencher I'expression d'un gene sous son contr6le dans les racines, c'est £ dire pour le 
10 produit d'expression du gene d6tect6 dans les racines. L'expression qui est sp6cifique des racines peut se 
trouver dans toute partie de racine, par exemple mais de mani6re non limitative, les zones m6ristematiques 
de racines, les boutons lateraux de racines, les racines laterales et les zones vasculaires des racines. Aucune 
expression genique n'est d6cel6e dans les pointes de pousses, les tiges ou les feuilles. 

Pour identifier les elements de regulation, qui commandent I'expression g6nique specifique des racines, 

15 il faut effectuer une analyse par deletion de I'ERA entier d'un gene de tubuline a de maTs. Dans une analyse 
par deletion, on enieve successivement des nudeotides de I'ERA entier et les fragments resultants sont liga- 
tures a la sequence codante d'un g6ne rapporteur ou & une autre sequence codante h6t6rologue. Les cons- 
tructions sont ensuite analys6es pour leur aptitude & commander I'expression genique specif iques des tissus 
en d6celant la presence du produit du gene h6t6rologue dans les tissus specif iques recherch6s d i'exdusion 

20 d'autres tissus. Les elements specif iques des tissus, qui ont 6t6 identifies peuvent etre egalement modifies, 
par exemple par mutag6n6se de site. Les elements de regulation modifies peuvent etre ensuite testes pour 
leur aptitude & commander I'expression genique specif iques dans des tissus et identifiant ainsi les autres se- 
quences, qui conferent la specif icite dans les tissus. Ces techniques pour I'identif ication des elements de re- 
gulation sont applicables £ tous les g6nes de tubuline a de maTs. Par exemple, de maniere pref6ree, une ana- 

25 lyse de I'ERA du g6ne de tubuline a de maTs Tub a 1 indique que les elements de regulation, qui commandent 
i'expression g6nique sp6cifique des racines, sont constitu6s par les nucleotides 963 £ 1115 et 1 £ 1115 de la 
sequence representee ID N°:1. 

D'autres elements de regulation selon ['invention commandent I'expression g6nique sp6cif ique du pollen. 
L' expression genique sp6cif ique du pollen est d'un interet et d'une importance particuliers. Normalement le 

30 gene de tubuline a de mais Tub a 1 est exprim6 & la fois dans les racines et le pollen. Lorsque des regions 
particulieres du gene de tubuline a de maTs Tub a 1 sont isoiees de I'ERA entier selon I'invention, I'expression 
est exdusivement localis6e dans le pollen. Un element de regulation specifique du pollen comprend une se- 
quence de nud6otide particuliere, qui est capable de dedencher I'expression d'un gene sous son contrdle dans 
le pollen, c'est a dire pour le produit du g6ne detecte dans le pollen a I'exdusion d'autres tissus. Les elements 

35 de regulation qui commandent I'expression specifique du pollen sont identifies par analyse des fragments de 
gene de tubuline a de maTs pour leur aptitude £ commander I'expression g6nique specifiques du pollen , 
comme d6crit ci-dessus pour I'identif ication des elements de regulation specifiques des racines sauf que I'ex- 
pression est d6cel6e dans le pollen. Les modifications des sequences de nudeotides permettant I'expression 
sp6df ique du pollen sont identifies comme decrit ci-dessus. Les elements de regulation specifiques du pollen 

40 issus de tout g6ne de tubuline a de mais peuvent Stre identifies par ces techniques. Par exemple, de maniere 
pr6f6ree, une analyse de I'ERA du gene de tubuline a de maTs Tub a 1 indique que les elements de regulation, 
qui commandent I'expression g6nique specifique du pollen, sont constitu6s par les nudeotides 1 £ 1348 et 
1295 £ 1348 de la sequence representee SEQ ID N°:1. 

D'autres elements de regulation selon I'invention, se trouvant dans les regions de I'ERA du gene de tu- 

45 buline a de maTs, commandent I'expression genique sp6cif ique des meristemes. Les elements de regulation 
qui conferent I'expression g6nique specifique des meristemes sont identifies comme d6crit ci-dessus pour 
('identification des autres elements deregulation. Par exemple, on peututiliserl'analyse par deletion pour iden- 
tifier les sesequences de nucleotides de tout gene de tubuline a de maTs qui commande I'expression d'un g6ne 
sous son contrdle dans les meristemes. De telles sequences peuvent fitre modif i6es comme d6crit ci-dessus 

so et testees pour identifier d'autres sequences qui conferent I'expression genique specifique des meristemes. 
Par exemple, de maniere pr6f6r6e, une analyse de I'ERA du g6ne de tubuline a de maTs Tub a 3 indique que 
les elements de regulation, qui commandent I'expression g6nique specifique du pollen, sont constitu6s par 
les nudeotides 1 & 695 et 542 £ 695 de la sequence representee SEQ ID N°:3. 

D'autres elements de regulation selon I'invention, se trouvant dans les regions de I'ERA du gene de tu- 

55 buline a de maTs, commandent I'expression genique sp6cif ique des embryons immatures. Les elements de 
regulation qui conferent I'expression genique specifique des embryons immatures. sont identifies comme de- 
crit ci-dessus pour Identification des autres elements de regulation. Par exemple, on peut utiliser I'analyse 
par deletion pour identifier les sequences de nudeotides de tout g6ne de tubuline a de maTs qui commande 

3 



EP 0 652 286 A1 



I'expression d'un gene sous son contrfile dans les embryons immatures. De telles sequences peuvent etre 
modif i6es comme d6crit d-dessus et testes pour identifier d'autres sequences qui conferent I'expression ge- 
nique specifique des embryons immatures. Par exemple, de manure pr6f6r6e, une analyse de I'ERAdu gene 
de tubuline a de mals Tub a 3 indique que les Pigments de regulation, qui commandent ('expression genique 
5 specifique des embryons immatures, sont constitute paries nucleotides 1 a 1076 de la sequence representee 
SEQ ID N°:3. 

On peut obtenir un acide nud eique isol6 codant pour 1'ensemble de regulation amont d'un gen e de tubuline 
a de mals de la facon suivante. On isole des clones gSnomiques recombinants de tubuline a par cribiage dans 
une bibliotheque d'ADN genomique de maTs avec un ADNc de ia tubuline a ( Montoliu et a/., 1989). Des me- 
re? thodes utiles pour obtenir I'ADN recombinant de la tubuline a sont d6crites dans Ausubel et al. 1 989, Currents 
protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY, par exemple ou un quelconque des tr£s nombreux ma- 
nuels sur la technologie de I'ADN recombinant, qui sont largement accessibles. Pour la determination de se- 
quences de nucleotides une multitude de techniques sont disponibles et connues de I'homme de metier. Par 
exemple, I'ERA du g6ne de tubuline a peut etre sous clone en un site polylinker d'un vecteur de s6quencage 

15 tel que pBluescript (Stratagene). Ces sous clones pBluescript peuvent dtre ensuite sequences par la methode 
"Dideoxy double brin° (Chen and Seeburg, 1985 DNA 4, 165). 

La sequence de nucleotides pour I'ADN codant pour le clone Tub a 1 de I'ERA du gene de tubuline a de 
maTs est representee comme SEQ ID N p : 1. 

La sequence de nucleotides pour I'ADN codant pour le clone Tub a 2 de I'ERA du g6ne de tubuline a de 

20 maTs est representee comme SEQ ID N°: 2. 

La sequence de nucleotides pour I'ADN codant pour le done Tub a 3 de I'ERA du gene de tubuline a de 
maTs est representee comme SEQ ID N°: 3. 

La sequence de nud6otides pour le de peptide de transit optimise est representee comme SEQ ID N°: 4. 
Les ERAs d'autres genes de tubuline a de maTs peuvent etre obtenus selon la meme strategie. Par ailieurs 

25 des dones representatifs d'autres membres de la famille de genes de tubuline a de maTs peuvent etre obtenus 
en utilisant les sequences transcrites de I'ERA des Tub a 1, Tub a 2 et Tub a 3 comme sondes d'hybridation 
pour cribler une bibliotheque d'ADN genomique de maTs et identifier d'autres genes de tubuline a. 

^identification de sequences regulatrices cis qui commandent ('expression genique specif ique dans des 
tissus peut etre effect uee par des fusions transcriptionneiles de sequences specif iques avec la sequence co- 

30 dante d'un gene heterologue, transfert du gene chimere dans un hdte appropn'6 et detection de {'expression 
du gene heterologue. Le test utilise pour d6celer I' expression depend de la nature de la sequence heterologue. 
Par exemple des genes rapporteurs, tels que celui de la p-glucuronidase (GUS) est communement utilise pour 
constater la competence transcriptionelle et traductionnelle de la construction chimere. Des tests normalises 
sont disponibles pour d6celer de maniere sensible I'enzyme rapporteur dans un organisme transgenique. Le 

35 gene GUS est utile comme rapporteur d'une activite promotrice dans les plantes transgeniques en raison de 
la grande stability de I'enzyme dans les cellules vegetales et ia disponibt lite d'un test f luorometrique quantitati f 
et d'une technique de localisation histochimique. Jefferson et a/., 1 987 EM BO J 6, 3901 ont mis au point des 
procedures normalisees pour la detection biochimique et histochimique de I'activite GUS dans les tissus de 
plantes. Les tests biochimiques sont effectues en meiangeant des lysats de tissus de plantes avec le 4-me- 

40 thylombelliferyl-p-D-glucuronide, un substratf luorometrique pour pour GUS, puis incubation une heure a 37°C 
puis mesure de la fluorescence de la 4-methylombelliferone. La localisation histochimique de I'activite GUS 
est determinee par incubation des echantilions de tissus de plantes dans le 5-bromc-4-chloro-3-indolyl-glu- 
curonide(X-Gluc) pendant 18 heures a 37°C et observation du patron de taches de X-Gluc. La construction 
de tels genes chimeres permet une definition des sequences de regulation specifiques n6cessaires pour la 

45 regulation de I'expression et demontre par i'analyse que ces sequences peuvent commander i'expression de 
genes heterologues. 

La present© invention comprend egalement un gene chimere vegetal contenant un element de regulation 
issu d'un gene de tubuline a de maTs, qui commande I'expression genique specif ique dans les racines, I'ex- 
pression genique specif ique dans le pollen, ('expression genique specif ique dans le meristeme ou I'expression 

50 genique specifique dans les embryons immatures et relie a la sequence codante d'un gene heterologue de 
sorte que !' element de regulation soit capable de contrfiler le gene heterologue. Le gdne heterologue peut 
etre tout gene autre que le gene de tubuline a de maTs. Si necessaire, on peut inclure dans les constructions 
chimeres d'autres elements promoteurs, en totality ou en partie, tels que des introns de monocots suff isant 
pour que leur expression produise une quantite eff icace du polypeptide code par le gene heterologue et ap- 

55 portant toute propriete agronomique utile telle que la resistance aux insectes, aux nematodes, aux champi- 
gnons et de preference aux herbicides. 

Par consequent la presente invention comprend des genes chimeres comprenant des regions de I'ERA 
de la tubuline a de maTs, qui confers une expression specifique des racines selon {'invention, qui sont relies 
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k une sequence codant pour une enzyme de resistance herbicide. De preference les regions de I'ERA compren- 
nent les nucleotides 1 k 1115, 963 k 1115 ou 1 k 1529 de Tub a 1, comme indique dans SEQ ID N°: 1. Toute 
modification de ceux-ci conferant une expression specif ique des racines fait partie de I'invention. Les racines 
accumulent certaines classes d'herbicides, qui les rendent tr£s sensibles k des applications de ces herbicides 

5 k faible doses. Comme les elements de I'ERA de la tubuline a de maTs peuvent commander une expression 
6lev6e, reguiee dans les racines, iis sont utiles pour donner un phenotype de resistance. Ces elements sont 
utiles pour reguler ('expression de genes codant pour des enzymes de resistance herbicide tels que le gene 
aroA de S. Thyfimurium et les enzymes de detoxyf ication des herbicides, tels que le gene brx de K. ozaenae 
resistant au bromoxynil. On peut utiliser des genes chimeres contenant ces elements pour produire des Iign6es 

10 de plantes transgeniques resistantes k des doses agronomiques d'herbicides. 

L'invention comprend egalement des genes chimeres ayant une region de I'ERA de la tubuline a de mats, 
qui confers une expression specif ique du pollen et fusionne avec un gene heteroiogue. Cette construction 
confere une expression spatialement disitncte de ('expression "normale" de la tubuline a de maTs en ce que 
le gene heteroiogue est exprime directement dans le pollen vegetal. Autrement dit lorsqu'une sequence sp6- 

15 cifique est enlevee du context de I'ERA entier la regulation sp£cif ique du tissu est modif i£e. De preference 
les regions de I'ERA de Tub a 1 comprennent les nucleotides 1 k 1348 ou 295 k 1348, comme indique dans 
SEQ ID N°: 1. De preference egalement cet element de regulation peut etre fusionne avec des prolines cy- 
totoxiques pour creer des plantes steriles males. Toute modification de ceux-ci conferant une expression spe- 
cif ique du pollen fait partie de invention. 

20 L'invention comprend egalement des genes chimeres ayant une region de I'ERA de la tubuline a de mats, 

qui confere une expression specif ique des meristemes et fusionne avec un gene heteroiogue. De preference 
les regions de I'ERA de Tub a 3 comprennent les nucleotides 1 k 695 ou 542 k 695, comme indique dans SEQ 
ID N°: 3. Toute modification de ceux-ci conferant une expression specif ique des meristemes fait partie de l'in- 
vention. 

25 L'invention comprend egalement des g6nes chimeres ayant une region de I'ERA de la tubuline a de maTs, 
qui conf6re une expression sp6cif ique des embryons immatures et fusionne avec un gene heteroiogue. De 
preference les regions de I'ERA de Tub a 3 comprennent les nucleotides 1 k 1076, comme indique dans SEQ 
ID N°: 3. Toute modification de ceux-ci conferant une expression sp6cif ique des embryons immatures fait par- 
tie de ('invention. 

30 Utilisation de ces constructions chimeres est particulierement importante pour apporter de la resistance 
herbicide. Comme la plupart des herbicides de font pas de difference entre les adventices et les cultures, le 
genie genetique des plantes de culture resistantes aux herbicides est d'une importance agronomique consi- 
derable dans la mesure ou il permet d'utiliser des herbicides k large spectre. Par consequent, la presente in- 
vention comprend des genes chimeres comprenant des elements de I'ERAde la tubuline a de maTs, qui confe- 

35 rent une expression specif ique des racines k au moins une partie d'un promoteur, qui fonctionne dans les plan- 
tes et qui de plus est fusionne avec au moins une partie du gene aroA ou une sequence codant pour un po- 
lypeptide conferant de la resistance herbicide. Comme exemples on peut citer des polypeptides conferant de 
la resistance au glyphosate, et aux inhibiteurs voisins de la 5-enolpyruvylshikimic acid-3-phosphate synthase 
(EPSPS), sulfonyiurees, imidazolinones et les inhibiteurs de I'acetoxhydroxy acid synthase(AHS), et de la 4- 

40 hydroxyphenyl pyruvate dioxyg6nase(HPPO). De preference les regions de I'ERA de Tub a 1 comprennent les 
nucleotides 1 k 1115, 963 k 1115 ou 1 k 1529 comme indique dans SEQ ID N°: 1 et sont fusionnes au gene 
rapporteur. Toute modification de ceux-ci conferant une expression sp6cif ique des embryons immatures fait 
partie de I'invention. 

Les genes chimeres selon i'invention sont constants par fusion d'une sequence promotrice, partielle ou 
45 entiere, de tubuline a de maTs avec la sequence codante d'un gene heteroiogue. La juxtaposition de ces se- 
quences peut etre effectu6e de multiples manieres. De preference, I'ordre des sequences, de 5' k 3' s'etabiit 
ainsi: ERA de la tubuline a de maTs, une sequence d'intron de monocot ou de dicot, par exemple de tabac, 
une sequence codante et un site de polyadenytation. 

Les methodes classiques de constructions de tels genes chimeres sont bien connues de I'homme de m6- 
50 tier et peuvent dtre trouv6es dans des references telles que Ausubel et a/.(1 989). Diverses strategies sont dis- 
ponibles pour ligaturer les fragments d'ADN, le choix dependant de la nature des terminaisons des fragments 
d'ADN. L'homme de metier sait que pour que le gene heteroiogue puisse s'exprimer, la construction necessite 
des elements promoteurs et de signaux pour une polyad6ny1ation eff icace du transcrit Par consequent, les 
regions de I'ERAde la tubuline a de maTs qui contiennent les sequences promotrices connus comme les boites 
55 CAAT et TATA peuvent etre f usionnees directement avec une sequence codante sans promoteur. Par aiileurs, 
les regions de I'ERA de la tubuline a de mats qui ne contiennent pas de boites CAAT et TATA peuvent etre 
reliees k un fragment d'ADN codant pour un promoteur, qui fonctionne dans les plantes. Des promoteurs de 
plantes peuvent etre trouves dans le commerce ou dtre synthetases chimiquement en se r6f6rant k leur s6- 
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quence publtee. Comme exemple d'un tel fragment on peut citer le promoteur 35S tronque du virus de la mo- 
saique du choux-fleur, qui garde ses boites CAAT et TATA. On peut utiliser d'autres promoteurs comme ceux 
de la nopaline synthase et la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase. Le fragment promoteur est ensuite relie 
a la sequence codante heterologue. L'extr6mite 3' de la sequence codante estfusionn6e avec un site de po- 
lyad6nylation par exemple et de manure non limitative, celui de la nopaline synthase. En outre on peut utiliser 
des vecteurs de transformation des plantes qui contiennent un ou plusieurs sites de polyad6nylation entoures 
de sequences requises pour la transformation des plantes. 

Les elements de I'ERAde la tubuline a de maTs et les sequences codantes h6terologues de I'invention peuvent 
etre sous donees dans un site polylinker d'un vecteur de transformation des plantes pour obtenir les genes 
chimeras. 

Les elements 5' de la prSsente invention peuvent etre derives de la digestion d'un clone genomique de 
tubuline a de mais par une endonuclease de restriction ou une exonuclease. Les fragments de restriction 
contenant les boites CAAT et TATA sont ligatures avec un g6ne heterologue sans promoteur tel qu'une sequen- 
ce codante de GUS ou 4'aroA. L'homme de metier sait que les elements de regulation 5' de tubuline a de mais 
peuvent etre obtenus par d'autres moyens, par exemple synthase chimique ou enzymatique(PCR). Le produit 
heterologue peut etre la sequence codante de tout gene, qui peut etre exprime dans une telle.construction. 
Tous ces exemples font partie de I'invention. L'extr6mit6 3' de la sequence codante est 6ventuellement fusion- 
n6e avec un site de polyad6nylation, tel que et de maniere non limitative, celui de la nopaline synthase, celui 
du gene 7 de I'ADN-T de I'octopine ou celui du gene H4A748 du g6ne d'histone d'Arabidopsis. Par ailleurs, le 
site de polyad6nylation peut etre fourni par ie gene heterologue lui meme. 

Les elements de regulation 5' de la tubuline a de mais qui ne contiennent pas de bofte TATA peuvent 6tre 
relies & au moins une partie de la sequence de promoteur de plante, c'est a dire contenant au moins les se- 
quences CAAT et TATA. De preference ce promoteur est le promoteur 35S tronque du virus de la mosaTque 
du choux-fleur. Le complexe chim6re resultant peut etre ligature avec une sequence codante heterologue et 
une sequence de polyadenylation. 

Pour obtenir une expression r6gu!6e des g6nes h6t6rologues, les plantes sont transform6es avec les ge- 
nes chimeras selon I'invention. Le transfert de gene est bien connu de la technique comme une methode d'ex- 
pression de genes h6t6rologues dans les plantes transg6niques. Le tabac est la plante le plus souvent utilisee 
en raison de sa facilite de regeneration, le grand rendement en semences par plante et qu'il peut etre trans- 
forme avec une grande frequence avec les vecteurs derives de plasmides Ti $ Agrobacterium (Klee et al. (1 987) 
Annu. Rev. Plant Physiol. 38, 467). Les plantes dicotyledones telles que, de mani6re non limitative, le coton, 
le colza, et le soja sont les hdtes transg6niques pr6f6res. Cependant il sera £ la portee de l'homme de metier 
que toute plante peut etre eff icacement transform6e et r6g6n6r6e comme hdte transg6nique selon I'invention. 

De nombreuses methodes de transformation sont connues. Les genes chimeras peuvent etre introduits 
par un processus de transformation sur disque foliaire et regeneration comme d6crit par (Horsch et aL (1985) 
Science ?27 f 1229). D'autres methodes de transformation, telles que la culture de protoplasts( Horsch et aL 
(1984) Science 223, 496; DeBlockef a/. (1984) EMBO J2, 2143; Barton etaL (1983) Cell 3^ 1033) ou la trans- 
formation in vitrod'explantes de tiges ou de racines( Zambrisky et al, (1983) EM BO J 2, 2143; Barton et aL 
(1 983) CeN 32,. 1033) peuvent aussi etre utilisees dans le cadre de I'invention. De preference les plantes sont 
transformees avec des vecteurs d6riv6s d' Agrobacterium. Cependant d'autres methodes sont disponibles 
pour ins6rer les genes chimeras de I'invention dans les cellules de plantes. Parmi ces methodes on peut citer 
les approches par la biolistique(Klein et aL (1983) Nature 327 70), l'6lectroporation, I'absorption d'ADN par 
induction chimique et I'utilisation des virus ou des pollens comme vecteurs. 

Si n6cessaire pour la methode de transformation, les g6nes chimeras selon I'invention peuvent etre in- 
troduits dans un vecteur de transformation des plantes, par exemple le vecteur binaire d6crit par Bevan (1984) 
ou une autre methode d6crite dans la demande europeenne 337 899. Les vecteurs de transformation des plan- 
tes peuvent etre derives par modification du systeme de transfert natural de g6ne d 1 Agrobacterium tumefa- 
ciens, Le systeme nature! comprend de grands plasmides 71 (Tumor inducing) contenant un grand segment, 
appeie ADN-T, qui est transferre aux plantes transformees. Un autre segment du plasmide Ti, la region yjr est 
responsable du transfert de I' ADN-T. L ? ADN-T est entoure par des repetitions terminales. Dans les vecteurs 
binaires modifies, les genes qui induisent la tumeur ont 6t6 deletes et les fonctions de la region yjr sont utilisees 
pour pour transferer I'ADN etranger bord6 par les sequences limites ADN-T. La region T contient aussi un mar- 
queur de selection pour la resistance a un antibiotique, et un site de donage multiple pour Insertion des se- 
quences a transferer, ces souches de g6nie g6n6tique sont connues sous le nom d' Agrobacterium tumefadens 
•d6sarmees°et permettent une transformation eff icace des sequences bord6es par ia region T dans le genome 
nudeaire des plantes. 

Les disques foliaires st6rilis6s en surface sont inocuies avec $ Agrobacterium tumefadens contenant 
I'ADN etranger, cultiv6s pendant deux jours puis transf6r6s dans un milieu contenant un antibiotique. Les pous- 

6 



EP 0 652 286 A1 



ses transformees sont choisies apres un racinage dans un milieu contenant I'antibiotique approprie et trans- 
feres en terre. Les plantes transgeniques sont autopollinis6es et ies semences de ces plantes recoltees et culti- 
vees dans un milieu contenant I'antibiotique. 

L'expression d'un gene rapporteur ou heterologue dans les racines, les pousses, le pollen, les meristemes 

5 et les embryons immatures peut etre contrfllee par des tests immunologiques, histochimiques ou d'activite. 
Comme on le verra ci-apres, le choix d'un test depression du gene chimere depend de (a nature de la 
region codante heterologue. Par exemple, I'analyse Northern peut §tre utilisee pour suivre la transcription si 
les sondes nucieotidiques appropriees sont disponibles. Si on dispose d'anticorps pour le polypeptide code 
par le gene heterologue, on peut utiliser ('analyse Western et la localisation immuno-histochimique pour suivre 

10 la production et la localisation du polypeptide. Selon le gene heterologue, on peut utiliser les tests biochimi- 
ques. Par exemple, les acetyltransferases sont decelees par mesure de l'ac6tylation d'un substrat standard. 
L'expression d'un gene de resistance herbicide peut etre suivie par determination de la resistance herbicide 
de la plante transformee. 

[-'invention comprend egalement des plantes transgeniques tant monocotyledones que dicotyiedones et 

15 leur descendance contenant les genes chimeras selon I'invention. Les cellules v6getales sont transformers 
avec les genes chimeres par toute methode de transformation des plantes decrites ci-dessus. La cellule ve- 
g6tale transformee, habituellement dans une culture de cal ou de disque foliaire, est reg6n6r6e en une plante 
transgSnique complete par des methodes bien connues de I'homme de metier (p.e. Horsch etal. (1985) Scien- 
ce 227, 1129). De preference, la plante transgSnique est le coton, !e colza, le mais, le tabac ou le soja. Comme 

20 la descendance des plantes transformees transmet le gene chimere, les semences ou les explantes issus des 
plantes transformers sont utilisees pour maintenir la lignee de plantes transgeniques. 

L'invention comprend egalement une methode de production d'une plante avec une resistance herbicide 
amelioree. Cette methode comprend la transformation d'une cellule vegetale avec un vecteur contenant un 
gene chimere comprenant un element de regulation, specifique des racines ou des meYistemes, relie k la s6- 

25 quence codante d'une enzyme de resistance herbicide ou d'une enzyme degradant un herbicide et selection 
d'une plante avec les proprietes desirees. De preference les elements sont des regions de I'ERA de Tub a 1 
comprennentles nucleotides 1 k 1115, 963 k 1115 ou 1 k 1529 comme indique dans SEQ ID N°: 1. Les plantes 
transformees sont reg6nerees en plantes qui sont resistantes k une application herbicide. 

L'invention comprend egalement une methode de production d'une plante male sterile. Cette methode 

30 comprend la transformation d'une cellule v6g6tale avec un vecteur contenant un gene chimere comprenant 
un element de regulation, specifique du pollen, relie d la sequence codante d'une proline cytotoxique et se- 
lection d'une plante avec les propri6tes desirees. De preference les elements sont des regions de I'ERA de 
Tub a 1 comprenant les nucleotides 1 d 1348 ou 1295 £ 1348 comme indique dans SEQ ID N°: 1. Les plantes 
transformees sont reg§ne>6es en plantes qui sont males st6riles. 

35 L'invention comprend egalement une methode de production d'une plante resistante d un herbicide. Cette 
methode comprend la transformation d'une cellule veg6tale avec un vecteur contenant un gene chimere 
comprenant un e!6ment de regulation, specifique des racines, relid k la sequence codante d'un gene de re- 
sistance k un herbicide tel que la N-phosphonom6thylgIycine les plantes avec la resistance herbicide desiree 
6tant ensuite selectionnees. Les plantes selectionnees sont celles qui survivent k un traitement heitoicide qui 

40 tue les plantes non transformees de la m§me espece dans les memes conditions. De preference les elements 
sont des regions de I'ERA de Tuba 1 comprennentles nucleotides 1 k 1115, 963 k 1115 ou 1 k 1529 comme 
indique dans SEQ ID IM°: 1 et la sequence heterologue est fournie par un gene codant pour la EPSPS synthase, 
I'acetolactase synthase ou la 4-hydroxyph6nylpyruvate dioxygSnase ou presentant des mutations les rendant 
resistantes. Les plantes transformees sont reg£ner6es en plantes qui sont resistantes k un herbicide. De pre- 

45 f6rence les plantes sont transformees par un vecteur pRPA-RD-65 ou pRPA-RD-88) qui contient I'&ement de 
regulation specifique des racines comprenant les nucleotides 70 k 1529 de I'ERA de Tub a 1, un intron de 
monocot (pRPA-RD-88 seulement), un peptide de transit optimise et un gene de resistance herbicide arvA. 
Les exemples suivants illustrent plus compietement I'invention. 

Les sequences de nucleotides auxquelles on fait reference dans les exemples sont num6rot6es SEQ ID 
50 NM&4. 

La Fig. 1 represente la construction du plasmide parental de p. Bl 101.1 

La Fig. 2 est une representation schematique de constructions chimeres Tub a 11 promoteur- GUS. Les 
nombres sont donnes par rapport au site de depart de la transcription. La figure sup6rieure correspond k la 
region interg6nique entre Tub a let Tub a 2 et les deletions ont ete fartes par restriction aux sites appropri6s.La 
55 figure inferieure correspond au fragment -449 ou les deletions ont 6t6 faites par digestion k plusieurs reprises 
avec I'Exonuclease III. Le site Sacll(+ 48) corresponds au point de fusion transcriptioonnel entre le promoteur 
et le plasmide pB1 101.1 . (+) correspond au site de depart de la transcription du gene de tubuline Tub a 1. 

La Fig. 3 est une representation sch6matlque de constructions chimeres Tub a 31 promoteur- GUS. Les 



7 



EP0 652 286 A1 



nombres sont donnes par rapport au site de depart de la transcription. Les deletions ont ete faites par digestion 
a plusieurs reprises avec I'Exonuclease III. Le site Bglll corresponds au point de fusion transcriptioonnel entre 
le propmoter et la site BamH1 du plasmide pB1 101.1. (+) correspond au site de depart de la transcription du 
gene de tubuline Tub a 3. 

5 

Exemple 1: 

a) Constructions avec le gene rapporteur GUS: 

10 Les cassettes a usage general du gene rapporteur GUS utilisees dans les exemples ont ete decrites par 
Jefferson etal., 1987 EMBO J 6, 3901. En resume, la sequence codante de GUS a ete ligaturee avec la partie 
5* du site de polyadenyiation de la nopaline synthase dans le site polylinker du vecteur pBIN1 9 derive de A.tu- 
mefaciens (Bevan(1984) Nudeics Acids Res. 12, 8711). Le vecteur pBIN19 contient ies bordures gauche et 
droite d'ADN-T necessaire pour la transformation vegelaJe, et un gene de resistance a la kanamycine. La cons- 

15 truction resultante, pBI101.1 est decrite a la Fig.1. Seuls les sites de restriction amont du codon d'initiation 
AUG de GUS permettent I'insertion des fragments d'ADN promoteurs . 

Le Tableau 1 decrit les plasmides parentaux et les constructions derivees. Le Tub a 1 de maTs et les po- 
sitions des elements promoteurs contenus dans 1s constructions derivees sont representees a la Fig. 2. 
Les constructions pTub a f- GUS represented de grands fragments de recouvrement qui enjambent toute 

20 la longueur de la region regulatrice ( -1410 a 48 de la Fig. 2). Les extremites 5* de plusieurs constructions ont 
ete derivees de digestions a I'exonudease HI d'un fragment de 497 pbde Tuba 1 dans pB1 101.1 {Strateg&ne) 
[-449(Spcl-Sacll) f Tableau 1]. La position de chaque deletion est montree a la Fig. 2. 

b) Transformation des plantes 

25 

Les constructions de plasmides a base de pBIN19 ont ete utilisees pour transformer du tabac (Nicotinia 
tabacum cv petite Havana SR1) selon ies procedures classiques(Horsch et a/. (1985) sauf que les transfor- 
mants initiaux ont ete selectionnes sur 1 00ng/ml de kanamycine. 

Les plantes ont et6 autopollinis6es, et les gaines de F1 mises en germination sur 200g/ml de kanamycine 
30 pour identifier les transformants, puisque les constructions a base de pBIN19 contiennent le gene de la neo- 
mycine phophotransferase(NPTII) l qui confere la resistance a I'antibiotique toxique kanamycine. Le nombre 
de copies de chaque construction GUS integrS dans le genome du tabac a 6t6 estime pour chaque transfor- 
mant par analyse des frequences de s6gregation de la resistance a la kanamycine. La plupart des transfor- 
mantscontenaient seulement un locus segr6gant de la construction. On a fait pousser les plantes transgeni- 
cs quesenserre. 



40 
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TABLEAU 1 

CODSgmgp Description 
PtofmideE parental 

pBIlOl.l pBIN-19 cassette du g£ne, sans promoteur, derive du gene rapporteur 

GUS(Jefferson et. ai, 1987)(cf Fig. 1). 

pRPA-BL-504 semblable a pBIlOl.l sauf que le gene pour la chloramphenicol 
acetyltransferase remplace le gene GUS . 

pTuba 1 fragment Xhol de 3058 pb de MG19/6 (Montoliu et. at., 1989) clone 

dans pUC-18; contient la totalite de l'ensemble de regulation anient de 
Tuba I de mais. 

pTuba M588 fragment Xhol-Alul del588 pb de Tuba 1 de mais (Montoliu et. aL t 

1989) clone dans pUC-18; conrient 1410 pb en amont et 180 pb en 
aval du site de depart de la transcription . 

pTuba 5-1072 fragment Bgl II del072 pb de Tuba 3 de mais (Montoliu et. aL, 

1990) clon£ dans le site BamHI de pUC-18; contient 1020 pb en amont 
et 62 pb en aval du site de depart de la transcription . 

pRPA-RD-37B cassette ^expression de aroA contenant un peptide de transit optimist 
fusionne dans le cadre (EP 508 909), un gene aroA et un signal de 
polyadenylation NOS clone dans pBS II SK(-) (Stratagene). 

pRPA-RD-49 Vecteur de transformation de monocot contenant un promoteur CaMV 

35S , un gene bar et un signal de polyadenylation TR7 clond entre les 
sites Hindin et EcoRI de pUC-18. Un linker Nod a etc ligature a 
extremite franche entre les deux sites Afim and Sspl sites cream un 
fragment NotI de 3.1 kb contenant la construction de gfcne CaMV 35S 
- bar . 

pRPA-RD-26 fragment EcoRI - Seal del865 pb de pTuba J clone dans pUC-19 

digere EcoRI - Hindi. La sequence entourant l'ATG ^initiation de 
traduction a 6t£ mut£e par PCR pour contenir un site Ncol site en 
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utilisam Ic primer 5*->3' C GGC CGC CGC TCC ACC CGT ACG 
ACG ACC ACC ATG QGG GAG. 

pRPA-RD-32 un fragment PstI - Ncol de 1458 pb de pRPA-RD-26 consume des 

nucleotides -1340 a 118 issu du gene de mais Tuba 1 (nucleotides 71 
I 1527 de SEQ ID NO. 1) a etc ligature dans les sites PstI - Ncol sites 
de pRPA-RD-37B crdant une cassette ^expression Tuba 1 de mais- 
OTP - gene aroA -NOS. 

pRPA-RD-87 un fragment Ncol - Psd de 600 pb contenant 1'intron 1 adhl de mais a 

6x6 clon6 dans les sites Ncol - PstI de pRPA-RD-37B cream une 
cassette ^expression: intron 1 adhl de mais - peptide de transit 
optimise (EP 508 909), gene aroA et signal de polyadenylation NOS. 

pRPA-RD-90 un fragment EagI de.1430 pb issu de pRPA-RD-32 (contenant 

nucleotides -1340 to 90 du gene de mai's Tuba 1 ; sequence 71 i 1499 
of SEQ ID NO. 1) coupe avec extremite franche par le fragment de 
Klenow de l'ADN polymerase I d'ADN de E. coli clone dans le site 
Smal dc pBS II SK(-) (Stratagene). 



Constructions dfrivtfr.s 

• 141 ° fragment HindlH - Sacfl de 1474 pb de pTuba 7-1588 clond dans 

pBHOL 1 digere Hindm - Smal; contient 1410 pb en amont et 48 pb en 
aval du site de depart de la transcription . 

Tuba 5-1020 fragment HindlD - Smal del 115 pb de pTuba 3-1072 clonee dans 

pBHOl.l dig&S Hindffl - Smal; contient 1020 pb en amont et 62 pb en 
aval du site de depart de la transcription(cf Fig. 2) . 

" 956 un d6riv6 de -1410 genere* par digestion BamHI et recircularisation; 

contient 956 pb en amont et 48 pb en aval du site de depart de la 
transcription . 



449 



un ddrivd de -1410 gendre par digestion Spel et recircularisation; 
contient 449 pb en amont et 48 pb en aval du site de depart de la 
transcription . 
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un derive de -449 (dans pBUOl.l) g£nere par digestion exonuclease ID 
et recircularisation; contient 352 pb en amont et 48 pb en aval du site 
de depart de la transcription . 

un derive de -449 (dans pBUOl.l) genere par digestion exonuclease HI 
et recircularisation; contient 297 pb en anient et 48 pb en aval du site 
de depart de la transcription . 

un derive de -449 (dans pBUOl.l) genere par digestion exonuclease m 
et recircularisation; contient 252 pb en amont et 48 pb en aval du site 
de depart de la transcription . 

un derive de -449 (dans pBIlOLl) gendre par digestion exonuclease m 
et recircularisation; contient 184 pb en amont et 48 pb en aval du site 
dc ddpart de la transcription . 

un derive de -449 (dans pBUOl.l) genere par digestion exonuclease III 
et recircularisation; contient 117 pb en amont et 48 pb en aval du site 
de depart de la transcription . 

un derive de -449 (dans pBUOl.l) genere par digestion exonuclease III 
et recircularisation; contient 64 pb en amont et 48 pb en aval du site de 
depart de la transcription . 

un fragment Sad - EcoRI de 3.5 kb contenant la cassette d'expression 
Tuba 1 de mais- aroA de pRPA-RD-32 clond dans les sites Sad - 
EcoRI de pBIN-19. 

un fragment Sad - EcoRI de 3.5 kb contenant la cassette ^expression 
Tuba 1 de mais- aroA de pRPA-RD-32 rendu h extr6mit6 franche par 
la polymerase T4 DNA clone* dans le site Ndel de pRPA-RD-49 qui a 
6\6 coupe avec exmSmitd franche par le fragment Klenow de l'ADN 
polymerase d'E. coli. Torientation de la cassette d'exprcssion Tuba 1 
de mais- aroA de pRPA-RD-32 s'est averee divergente par rapport aux 
unites de transcription du gene aroA et bar. 
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pRPA-RD-88 un fragment PstI del. 5 kb de pRPA-RD-90 contenant nucleotides - 

1540 a 90 du gene Tuba 1 de mais (sequence 71 a 1499 de SEQ rD 
N-. 1) clone dans le site Pstl de pRPA-RD-87 avec creation dune 
cassette d'expression: Tuba 1 de mais - intron 1 adhl de mai's - 
peptide de transit optimist (EP 508 909), gine aroA et signal de 
polyadenylation NOS. 

pRPA-RD-7: un deriv£ du peptide de transit optimise (EP 508 909; SEQ ID NO: 4) 

qui a ete mute par PCR avec les oligonucleotides synthetiques suivants: 
(1) GAA TTC CGA AAG ACA AAG ATT ATC GCC ATG GCT 
TCG [nucleotides 1-36; SEQ ID NO: 3]; (2) CCG TAG GCC GGC 
CAC ACC TGC ATA CAT TGA ACT CTT CC [nucleotides 228-181; 
SEQ ID NO: 3]; and (3) CGA GAC GCT GTC GTA CCT GCC GCC 
GCT GTC TAT GGC G [nucleotides 231-267; SEQ ID NO: 3]. Ce 
peptide de transit optimise a ete clone dans les sites EcoRI et EcoRV de 
pBSII SK(-) [Stratagene] avec creation d'une cassette de clonage 
contenant le peptide ds transit optimise. 



Exemple 2: localisation histochimique de l'activite GUS: expressions specif iques des racines et du pollen 

L'activite GUS a 6t6 determin6e dans les racines, le pollen et divers autres tissus de tabac transgenique 
contenant chacune des constructions et representee au tableau 1. On a suivi les procedures dassiques de 
Jefferson et a/. (1987). 

L'activite GUS a 6t6 localises de manure histochimique dans des plantes transgeniques contenant des 
genes GUS chimeres utilisant des fragments promoteurs issus du gene Tuba 1 de mais. Des echantillons ont 
6t6 laves dans un m6lange de 50mM NaP0 4 , pH 7, 0,2mM 5-bromo-4-chlon>3-indolyl-glucuronide(X-Gluc), .,1 
mM ferricyanure de potassium et 0,1 mM de ferrocyanure de potassium. Les echantillons ont 6t6 mont6s sur 
des lamelles de microscope recouvertes de 80% de glycerol. 

Le tableau 2 pr6sente en resume les resultats de microphotos typiques de plantes de tabac contenant des 
elements de regulation du gene Tuba 1 de mais. Le tableau 2 montre que les elements de regulation de Tuba 
1 donnent des niveaux eiev6s d'expression dans les tissus merist6matiques, en particulier les meristemes de 
racines et le pollen. 

L'activite GUS a ete analys6e par fluorom6trie par broyage du tissu v6g6tal dans un tampon d'extrac- 
tion(50mM NaPO* 10 mM EDTA, 0,1% Sarkosyl, 0,1% Triton X-100 et 10 mM de 0- mercaptoethanol). Apr6s 
centrif ugation du lysat, le surnageant est enlev6 et mis dans un tube neuf et ajoute par aliquots de 1 0O^i. Un 
egal volume de 2 mM de 4- met ombelliferyl-^glucuronide dans le tampon d'extraction est ajoute et mis en 
incubation d 37°C pendant 1 heure. Les reactions sont arr6te6es avec 0,8ml Na 2 C0 3 (0,2M).La fluorescence 
de la 4- met ombelliferone (4-MU) a 6t6 d6termin6e avec un minif luorometre de Hoeffer comme d6crit par Jef- 
ferson et a/. (1987). L'activite GUS est exprim6e en picomoles 4-MU par unite de la masse totale de proteine 
par minute.Pour determiner les elements promoteurs responsabies de la sp6cif icite meristemes vis e vis de 
I'expression sp6df ique du pollen, le patron d'expression de GUS de diverses deletions de promoteurs(cf Fig. 
2) a ete determine dans les plantes de tabac transgeniques. 

Des pointes de racines, des pointes de pousses, des feuilles, des tiges et du pollen issus de plantes trans- 
geniques contenant divers elements de sequence de Tuba 1 {resume d la Fig. 2) dirigeant I'expression de GUS 
ont ete testes par rapport £ I'activite.Les r6sultats sont present6s au tableau 3. Toutes les constructions conte- 
nant une portion de I'ERAdu gene Tub a de la tubuline a du mais entre -1410 et -352(SEQ ID N° 1:1 a 1058) 
ont conf6r6s une activite de GUS dans les racines de tabacs transgeniques. La longueur totale de la region 
regulatrice et les fragments qui en derivent conferent tous une importante activite dans les protopiastes de 
tabac. Ce n'est qu'apres deletion d'eiements promoteurs plus proches que 352 pb en amont du site du depart 
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de la transcription (1058 de SEQ ID N° 1) que I'activite GUS est supprimee dans les racines transgeniques 
ce qui montre que les Elements de regulation sp6cif iques des racines de Tuba fsont en amont de -352 pb 
(SEQ ID N° 1:1 a 1058). 

Toutes les constructions contenant une portion de I'ERA du gene Tuba de la tubuline a du maFs entre - 
5 1410 et -64 (SEQ ID N° 1:1 a 1058) ont conferes une activity de GUS dans le pollen de tabacs transgeniques. 
Ce n'est qu'apres delation d'6!6ments promoteurs plus proches que 64 pb en amont du site du depart de la 
transcription (1348 de SEQ ID N° 1) que I'activite GUS est supprimee dans le pollen transgenique, ce qui mon- 
tre que les elements de regulation specif iques du pollen de Tuba tsont en amont de -64 pb (SEQ ID N° 1: 1 
a 1058). 



TABLEAU 2: Analyse histochimiaue de plantes transgeniques 
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pointe de 


feuille 


tige 


pollen 




on 


racine 


pousse 








20 


-1410 


+ (12/12) 


- (12/12) 


- (12/12 ) 


-(12/12) ! 


+ (12/12) 




-956 


+ (6/6) 


- (6/6) 


- (6/6) 


- (6/6) 


+ (6/6) 




-449 


+ (8/8) 


- (8/8) 


- (8/8) 


- (8/8) 


+ (8/8) 


25 


-352 


-(12/13) 


-(13/13) 


- (13/13) 


-(13/13) 


+ (6/10) 


-117 


- (9/9) 


- (9/9) 


-(9/9) 


-(9/9) 


+ (4/9) 




-64 


-(11/11) 


1 -(11/11) 


-(11/11) 


-(11/11) 


-(11/11) 



30 les chiff res indiquent le nombre de plantes avec tache bleue (+) ou sans (-) I'expression par rapport a la totalite 
des plantes analysees. pour chaque construction dans les diverses parties de la plante. 
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TABLEAU 3: Te*t fluoromemquc des cnnsrnictions de GUS avec un promoteur du gene Tub 
fi 1 la ruhuline ft de maft de planter de tahacs transgcnioues. 





TISSU 


10 


onsiructi 


jours 


r&cinc 




ICUUlCo 


ieui 




HJl> ICU 




on 


aprfes 


cn tiers 2 


t 


AHtl OVA C 


11* 
Lie 


on 


on 






erminaii 




>lame 


2 




2 


plante 






on 




imoin 




plant 




t£moin 


15 












e 

tcmo 

in O 

in *. 




2 


20 


1 a 1 n 


lu 








1 J 1 








15 


/4/ ±736 


16 


61 ±55 


14 










—J 










148 ± 

JO 


i ^ 


25 




10 


3082 ± 




736 + 












15 


1551 


16 


499 


14 










25 


4934 ± 
557 


20 


612 ± 
363 


15 


86 ± 
52 


15 


30 






237 ± 170 




30 ±15 










-449 


10 


405 ±40 


15 


73 ±64 


13 










15 


70 + 28 


16 


118 ± 


14 






35 




25 


469 


20 


134 


15 


172 ± 


15 










19±8 




57 






-352 


10 


466 


15 


127 


13 










15 


15 


16 


13±2 


14 






40 




25 


26 ±10 


20 


27±2 


15 


5 + 2 


15 



Exemple 3: Localisation histochimique de [actrntg de GUS: expression sp6cifique des meristemes 

45 ' ~ " ~~ 

L'activite GUS a 6t6 localises de manure histochimique dans des plantes transgeniques contenant des 
genes GUS chimdres utiiisant des fragments promoteurs issus du g§ne Tuba 3 de mars(nucl6otides 1 & 1082 
SEQ ID N° 3). Des echantillons ont 6te laves dans un melange de 50mM NaP0 4 , pH 7; 0,2mM 5-bromo-4- 
chloro-3-indolyt-glucuronide(X-Gluc);0,1 mM fenicyanure de potassium et 0,1mM de ferrocyanure de potas- 
50 sium. Les echantillons ont 6t6 months sur des lamelles de microscope recouvertes de 80% de glycerol. 

Le tableau 4 prdsente en resume les risultats de microphotos typiques de plantes de tabac contenant des 
elements de regulation du g6ne Tuba 3 de mais. Le tableau 4 montre que les elements de regulation de Tuba 
3 (nucleotides 1 a 1 082 SEQ ID N° 3) donnent des niveaux eiev6s d'expression de preference dans les tissus 
meristematiques. 

55 Uactivite GUS a 6t6 analyses par f luorom6trie par broyage du tissu vegetal dans un tampon d'extraction 
(50mM NaP0 4 , 10 mM EDTA, 0,1% Sarkosyl, 0,1% Triton X-100 et 10 mM de p- mercapto6thanol). Apres cen- 
trifugation du lysat le surnageant est enleve et mis dans un tube neuf et ajoute d'aliquots de 100uJ. Un egal 
volume de 2 mM de 4-metombellif6ryt-p-glucuronide dans le tampon d'extraction est ajoute et mis en incuba- 
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tion a 37°C pendant 1 heur. Les factions sont arr§t6es avec 0,8mi Na 2 C0 3 (0.2M). La fluorescence de la 4- 
metombelliferone (4-MU) a 6t6 determinee avec un minif luorometre de Hoeffer comme decrit par Jefferson 
etaL (1987). L'activite GUS est exprimee en picomoles 4-MU par unite de de la masse totale de prot6ine par 
minute. Pour determiner les elements promoteurs responsables de la specificity meristematiques vis a vis de 
I'expression sp6cifique des meristemes, le patron depression de GUS de diverses deletions de promo- 
teurs(cf Fig. 3) a 6t6 determine dans les plantes de tabac transg6niques. 



Tableau 4: Test fluorometrioue des constructions de GUS avec un pr nmoteur du gene Tuba 
3 la tubuline a de maYs de plantes de tah acs transgeniques. 





TISSUE 


jours 


apex de 


apex de 


apex de 


apex de 


apres 


ratine 


racine 


pousse 


pousse 


germinati 




plante 




plante 


on 




lemoin 




temoin 


12 


12,88 ±6, 68 


3,65 


39,02 ±22,04 


2,85 


16 


7,31 ±3,63 


3,56 


33,22 ±22,00 


1,93 


19 


47,67 ± 35,90 


4,78 


20,53 ± 4,00 


3..06 


23 


27,17±20.93 


5,97 


28,35 ±10,97 


0,42 


26 


31,77 ± 13,81 


4,82 


35,66 ±30,88 


1,85 


30 


20,64 ± 12,44 


8.10 


29,40 ± 17,88 


3,81 



Les plantes ont 6t6 transform6es de mani&re stable avec un fragment de promoteur - 1024 fusionn6 au 
gene rapporteur GUS. Les rdsultats sont exprim6s en pmol/h x mg de proline et correspondent a la moyenne 
de 6 a 15 plantes de la descendance de chacune des 4 plantes F1 transformees independantes. 

Exemple 4: Introduction de resistance herbicide dans le tabac: 

Le fragment Sacl-EcoRI de 3,5 kb issu du piasmide parental pRPA-RD-32(cf tableau 1) a eie clone dans 
les sites Sacl-EcoRI de pBIN-19. La construction resultante, appeiee pRPA-RD-53 comprend dans le cadre 
transcriptionnel les elements suivants: r6l6ment de regulation Tub a 1 du maTs, le peptide de transit optimi- 
se(OTP), le g6ne aroA, le terminateur nos. 

Le piasmide parental pRPA-RD-53 a ete transfer6 dans la souche d'Agrobacterium tumefaciens EHA- 
105(Hood era/. (1986) J.Bacteriol. 168, 1291) par croisement triparental et YAgrobacterium resultant a 6t6 uti- 
lise pour la transformation sur disque foliaire de tabac. 

Les plantes de tabac r6g6n6rees, hautes d'environ 20 cm ont ete pulv6risees en serre avec du glyphosate 
formuie sous forme de Round Up. Les plantes transformees contenant pRPA-RD-53, qui etaient viables et en 
bonne sante, ont montr6 une tolerance accrue au glyphosate. 
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SEQ. ID. NO. 1: Sequence du promoteur de Tubal de mais 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



CTC3AGA-G3 AC7ACGAG3A G377GG7GCT GAC7773A7G AGGG7G.-.GGA AG37GAT3A7 
GG73ATGAGT AC7AGAAS7A 7CC7GATGCG GTCATCGTCA GGC7TGTGTG CTGC7C77GT 
CCCC3TTGTG GTTTGCAACA CCTGATGTTC TAAGAC7TTC 7GGTTAT3TC CGCCCCGC7G 
7GCCACTGG3 77A7TAAGAA CGTCGT7ATG GATGGT7G7C 7ACACTACAT TATTGC7TC7 
CGA7A77GGA AA.-.CTG77A7 GCGCCTCGGT GGATTGTGTT G77G7CG7AA TGTCATCACT 
CA7AC3CCGC 733GAA777T GAGGCCTG7C AAGCATCAGG AT7GCGT7AT GAGTTAAATG 
CTTCAGCGAC GT7TAAACTT GTCTAAGGTG CCATC7AGAT CATGAAC77G TCAAGGG7TG 
CCACTTAGAT CA7GAACTTC GTAAATATG? 7TTTGGA7CC AsAATATGTT TTT7A7CCTT 
AAGGGTGTGT TTGTGTG7TT GGTTGAATGT A7AAGAAGGG ATGAAAGA3G AATGTCATAA 
7T7CTATAG7 GTTTGG7TGA GAGACAAGTG AGGACGAGAT AAA7ACCTAA GAAGGGATGA 
AAGAGGAATG CCACAA7T7C TATA3TG7TT GGTTCAGAGA CAAG7GACAA 777CTATAGT 
GTTTGGTTGA GAGACAAGTG AGGGCGAGTA AATACCGCAA TAA7T77TTG GTGGCACCAA 
A77TTTGTGA AGTTGT AT AC ATTTTGGACA CCAATAG^AA A7AGAATTA 1 . AAAAATA7AA 
AACTGGTGTC ATTTAAATCA GTGTCACGTT A7TAAAATTT AAAACTATCA AC T AAAATTG 
TCTAATGGAT TATTTATGTG GTTTTGTAAA GTTGTGGAGA TT AAAC AACC AG7TTTGAAG 
ATAAG TAAGT GAAVTAGTCA ArwTAGACCGT ACTAAAGGTT AAGAAT77AG GTACACTTAC 
GACTAGTTTA GATGCCGCAA AA7GGGT7AA ATTTTTCTTC TTATTCA-AA TTAAAT.Ar.TA 
AGGTGAA7TT AACTACTCTA ATTTCCTCTG TTTTTTTAAC TCCCAAACTA TCCCTTA7TC 
GTAATAATAG GAAGCGGTGA CAGTTTGGTG G7GAGAACTC AGGTATC.-AC AAAAAG.^AAT 
GTATTTTTGA AATATTTTGC TCGTAATGCC CTGCAAGGTT TCGATTTCCG TAGCCAGTAC 
ATGTCCGCTC TTGACCCAGG TACTGTGACA CGAACCAACC GACCGTTGAA CGGACGTGGA 
GCACGAACCA TTAAAACAAT CAAAATCTCA GGGGCTCAAA CGAA>AAACA CCGCCCCCTT 
CCCTCGCTTG CGCTGGCACT CCATCGTGGG CTCGTGGCCC AGGC7G7CGT TCTGTTCTA7 
AAAGCGAGAC GAGTGGGAGC AGGCGTAACC CTAATTGAGC ATCGCAGAGA TAGGCGTCTT 
CG7ACTCGCC TACC7CCGCG GCTCAAACCT TTCCCCCTTC TCCCAA77CC TTCCGCCGGC 
CGCCGCTCCA CCCG7ACGAC GACACCATG 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

430 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1529 



45 



SEQ. ID. NO. 2 Sequence du promoteur de Tuba2 de mais 



50 



GAATTCCCTT TGTGAGAAAT CTCCACAAGT TGGAGCCTCT CACCCTTACA AGATTGATCA 60 
CAAT7AAACC ACAAGAGTAA GGGAGGGAAC AG AAAC AC AC ACAAC7GCTA GAGTCGCAGC 120 
AATGACATGC ACACAAG7CA AGAAACGAGC ACACAACACA GCGCAACGAG GTCACACTTC 180 



55 
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10 



15 



AAACAAGTSC 7CAAATCTTA AACACAATGA ATCGAATGCG TGCTTGCGGA GTCTAGACGT 24 0 

7T777:AA7G GAGGC7TGG7 G7AC7GC7CC A7G737C7AG GGGTCCC77T TA.7AGCCCCA 3 00 

AGGCAGC7AG GAGCCGTTSG AGC7CCAT77 GGAASGCCAT TG77GCC77C TATCCGTGGG 3 50 

TGCACCGGAC AGTACGCGGT CGGGACGCGG CACA7AA7CC CA7GATTGGC CGG7T7CCGC 420 

77C7GGGG3C ACCAGACGGT CCAGACGACC AG7GCGCC7G 7CGACC377G GCCAGCGC7G 480 

A7G7GGCCAC 7AG7CG7TGC G7GGCTGATA CAACAGACTG TTCGGCGCAT 7GCGGACCA7 540 

CCGG7GAA77 A7AGC7GA7G TAGGC7AAAA AACCCGAGAG CAGCGAGTTC GGCCCAACCG SCO 

7GCACCAGAC 7G7A7GGTGG G7GGCA7CAG ACCG77CGG7 GC7ACACAG7 C7AGCAAC77 560 

7TCCC7G777 C77C7T77G7 C7TCT77G77 TC77T7GGAC TTCACTTAGC TGGG7CCCC7 720 

GGCACTTAGA CAAA7A7GA7 TAACAC7CAA A7CAAT7GAC 7TAGT37CTA GAGCATACCT 7 80 

7T7AGC77GA 7CCA7A7AGC 77TGTAC7AA GTCCTCTTCC GAGC7CA777 TGCCTCACAC 840 

TT77GC77AA CA7CA.TG77A GT7CAAACA.T CATGTGTTGT GCATCTAATC ACCAAACCAA 900 

20 7ATA.GAAA7G CCCAAGGACA CATTTCCCTT TCAG7CGGGG GGAGGGGGGT TGGTGG7CGA 960 

CGCCCCGGTA CGAAG7GGG7 GGGGGCAGGC GAGAGGGGGT GCACCATGGG CCACCCAG7G 1020 

CG7GG7CCGG TT7TGATCCA 7G7AACTCTA TATAAATCTC TATTTAATTC GG7A7AAAA7 1080 

AG7TAAGA7G AAAGAGAGAA TAAAATTTAG TAGATTTGAC AG7CA7A7AA AAT77C7AGA 1140 

7CGACCCC7G 7GG7GGG7GC G7CGAAA777 C7AGACCGCC CTAGGCCGGG GATGACACAT 1200 

GGAACCG7G7 A7GCACAAAG CTGCTGCATT A7AATTGTAG AGATTAATTA TGTTATTTAG 1250 

GAAATAAAAG TT7AGGAA7A G7ATATAAAA CAAGGATTGA GCTCCAGATA TATAATAGGC 1320 

CGAG7CC737 AAT7TTG7GA CAT7TTT7TG AAACCAGGAT 7GAGCTGCAG TT7TTAG7GT 13 BO 

7AGAG7CCAG CGTCTCACAG GAG7GG7CCA ATTC AAATTC GAAAA7G7AT CACCGC7GAA 1440 

GCGAAAA.A7A 7CATAAA77C A7AACGAA.CC AACCGACCG7 TGCACGGACG AGAAC7CGAC 1500 

GAGACCGAAC CGTGAAAACA ACCGAAAGCA CAGGGGCTCA AACGAAACAA TCCCGCCCAC 1550 

35 ACTTCCTTCG CCGGCTCATG GTGGCCACTG GCCAGGCTG7 CA7CCTG7TC TATAAAGCGA 1620 

GCCGAGGGGA AGAGCCGGAA CCCTAGCCCA GCACCGCAGA GGCGCAGAGA CAGGCG7CTT 1680 

CGTAC7CGCC TATCTCCGCG AC7CAAAGC7 TCTTCCATTT CCTACCGCCG CCGC7GCAGC 1740 

TCCACCCCAT TCCGTCGACA CCATG * 765 

40 



25 



30 



45 

SEQ. ID. NO. 3: Sequence du promoteur de Tuba3 de mais 

50 

AGATCTTGA7 TCTGTGCAGT GCTGGTGATG GGAAAAAGCG AAAAACCATC GGTATGTTTT 60 
TGACAAATAT GAAAATGGGA CAAAAACAAC ATGTGTCTTT TTTCCACCGT TTCCGCTTTT 120 
CTTGTTTTAG TCACAATAGC TCGTTTTTAT CCACATATGA TATCTCATTT TAGATAATAC 180 

55 
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MGAACAAAT 


CATAATTGAT 


TATATCA7AT CTCAACAAAT TAACCCGTAA TGAATTATTT 


240 


5 


77C777GA7A 


GTCA7AT37A 


CA7TACAA7A TTTrGCTTCC A7A7C7A733 


ATGTGA7G77 


300 




TTAATCGATT 


GCAACACTAC 


**i.AT7777 A7AC7C7A7G TGACAA77AT 


7TCCGC77TT 


360 




A7TTACATCT TAT7CCGATC 


TG7TATCGA7 ATCGA7TTGT TCCG-wCCGT 


TTTTATCTTA 


420 


10 


T77CTGATAG 


TTCCAATTTA 


ATCTTATT7T C G AAA7AAAG TA75AAAA7A 


AAAA7AAGAG 


480 


ASATT3TTAC 


GTTCGATCCG 


GTTTTGAACC C7AGCTA7AC TTGCCCGTTG 


TTGCAACTGG 


540 




CCGGCCATTC 


CA7AGGCGGS 


CACAG7CAGC ACTCAGCAGT GACAGAG7GC 


GCGTGCGACA 


600 






- is.."------. 


C7GAAACG33 CGGC7A7AAA CAGAACCCGC 


TGCTCCCAGG 


650 


15 


AGCCTCACGC 


AGA7AAATTC 


ACCCACA7CA A7GGGGCCCA AATA. a .ATA 


AC CATC? ATT 


720 




GGTCCCACAT 


GTTCGTG7CA 


CAACATCC7C 7ACCGCAGGT AAAGA7AGCC 


GTCTCGCCAA 


7S0 




GACCCCGAGC 


CCGCCGC7GC 






340 




TGAGCCGTTC 


G AAGC CAAAA 


CGGTCGTTAA CCACCCAGCT GCCCGTCGGC 


TACCATCACG 


900 


20 


CCGTTAGCCC 


CGAACCAGAC 


GGCGGCTAGG TCTTCCGCCG CGCGCCGCGC 


CATCACGGGC 


960 




CGGCCGCGGC 


CTTCTTTCCC 


ACGCTGCC7A TAAAAGCCGC CGCGGG3C7G 


AGCAGCATTA 


1020 




TCGCTTCAGC 


TCGGCG7C7T 


CACAAACGCC GGCGCAAACT CTCGCCCGAG 


CCCGACAGAT 


1030 




CTTCAA7TCC 


CCAT7CCGCC 


CACCGATCGA CC7TCACGCC AGTCTCGGTC 


TCTTCCGAAG 


1140 


25 


GCGTCOCOCO 


CG3TTGTTT3 


A3AGGG5A33 AGGAAGATG 




1179 


30 


SEQ. ID. NO. 4: Peptide de transit modifie 






35 


GAATTCCGAA 


AGACAAAGAT 


TATCGCCATG GCTTCGATCT CCTCCTCAGT 


CGCGACCGTT 


60 




AGCCGGACCG 


CCCCTGCTCA 


GGCCAACATG GTGGCTCCGT TCACCGGCCT 


TAAGTCCAAC 


120 




GCCGCCTTCC 


CCACCACCAA 


GAAGGCTAAC GACTTCTCCA CCCTTCCCAG 


CAACGGTGGT 


180 




GGAAGAGTTC 


AATGTATGCA GGTGTGGCCG GCCTACGGCA ACAAGAA3TT CGAGACGCTG 


240 


40 


TCGTACCTGC 


CGCCGCTCTC 


AATGGCGCCC ACCGTGATGA 7GGCCTCG7C GGCCACCGCC 


300 




GTCGCTCCGT 


TCCAGGGGCT CAAGTCCACC GCCAGCCTCC CCGTCGCCCG 


CCGCTCCTCC 


360 




AGAAGCCTCG 


GCAACGTCAG 


CAACGGCGGA AGGATCCGGT GCA7G 




405 



45 
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30 

Revendlcations 

1. Acide nucieique isole issu d'un gene de tubuline a de mals comprenant au moins un element de regu- 
35 lation, qui commands au moins une expression specif ique dans le pollen, les racines, les zones meristemati- 

ques et les embryons immatures. 

2. Acide nucieique isole selon la revendication 1, caracterise en ce que le gene est le gene Tub a 1 de 

mais. 

3. Acide nucieique isole selon la revendication 1, caracterise en ce que le gene est le gene Tub a 2 de 
40 maTs. 

4. Acide nucieique isole selon la revendication 1, caracterise en ce que le gene est le gene Tub a 3 de 
mats. 

5. Acide nucieique isole selon Tune des revendications 1 d 4, caracterise en ce que {'element de regulation 
commande une expression d'un gene sous son contrdle detectable dans le pollen. 

45 6. Acide nucieique isole selon I'une des revendications 1 £ 4, caracterise en ce que i'element de regulation 
commande une expression d'un gene sous son contrdle detectable dans les racines. 

7. Acide nucieique isole selon I'une des revendications 1 & 4, caracterise en ce que {'element de regulation 
commande une expression d'un gene sous son contrdle detectable dans les meristemes. 

8. Acide nucieique isole selon I'une des revendications 1 d 4, caracterise en ce que I'element de regulation 
so commande une expression d'un gene sous son contrOle detectable dans les embryons immatures. 

9. Acide nucieique selon la revendication 5, caracterise en ce que i'element de regulation comprend les 
nucleotides 1 a. 1348 de SEQ ID N!°: 1. 

10. Acide nucieique selon la revendication 9, caracterise en ce que I'element de regulation comprend les 
nucleotides 1295 a 1348 de SEQ ID N°: 1. 

55 11. Acide nucieique selon la revendication 6, caracterise en ce que I'element de regulation comprend les 
nucleotides 1 & 1529 de SEQ ID N°: 1. 

12. Acide nucieique selon la revendication 11, caracterise en ce que I'element de regulation comprend les 
nucleotides 1 k 1115 de SEQ ID N°: 1. 
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13. Acide nucteique selon I'une des revendications 7 et 8, caracterise en ce que reiement de regulation 
comprend les nucleotides 1 & 695 de SEQ ID N°: 3. 

14. Acide nucieique selon la revendication 13, caracterise en ce que I'6l6ment de regulation comprend les 
nucleotides 542 £ 695 de SEQ ID N°: 3. 

15. Acide nucJ6ique selon I'une des revendications 7 et 8, caracteris6 en ce que reiement de regulation 
comprend les nucleotides 1 a 1076 de SEQ ID N°: 3. 

16. Gene chimere de plante comprenant une partie suff isante d'un ADN promoteur selon Tune des reven- 
dications 1 d 1 5 capable de fonctionner dans les plantes et fonctionnellement relie a la sequence codante pour 
pouvoir fairs exprimer le g6ne h6t6rologue. 

17. G6ne chimere de plante selon la revendication 16 caract6ris6 en ce qu'il comprend, entre le promoteur 
et la sequence codante, un autre element de regulation du g6ne. 

18 G6ne chimere de plante selon la revendication 17 caract6ris6 en ce que reiement de regulation du gene 
est un promoteur qui fonctionne dans les plantes. 

19. Gene chimere de plante selon la revendication 18, caract6ris6 en ce que reiement de regulation ad- 
ditionnel est le promoteur CaMV 35S du virus de la mosaique du choux-fleur. 

20. Gene chimere de plante selon la revendication 18, caract6rise en ce que reiement de regulation ad- 
dition nel est un promoteur histone de plante. 

21. Gene chim6re de plante selon la revendication 18, caracterise en ce que reiement de regulation ad- 
drtionnel est un promoteur de gene actine de riz. 

22. Gene chim6re de plante selon I'une des revendications 16 & 21, caracterise en ce qu'il comprend un 
gene h6t6rologue compris dans le groupe comprenant le gene codant pour une enzyme du metabolisme des 
lipides, une d6saturase, un g6ne de resistance herbicide ou un g6ne codant pour la 5' enolpyruvyl shikimate- 
3-phosphate synthase, I'acetolactase et la 3-hydroxyph6nyl pyruvate dioxygenase(HPPO). 

23. G6ne chimere de plante selon la revendication 22, caracterise en ce que le gene heterologue est le 
gene aroA de resistance au glyphosate. 

24. Vecteur de transformation des plantes caracterise en ce qu'il comprend un gene chimere de plante 
selon I'une des revendications 16 £ 23. 

25. Cellule v6g6tale comprenant un vecteur selon la revendication 24. 

26. Plante ou descendance de plante, caracteris6e en ce qu'elle a ete r6gen6r6e & partir d'une cellule selon 
la revendication 25. 

27. Plante selon la revendication 26, caracteris6e en ce qu'elle est une monocotyiedone. 

28. Plante selon la revendication 27, caracterisee en ce qu'elle est du mais ou une cereale. 

29. Plante selon la revendication 26, caract6ris6e en ce qu'elle est une dicotyiedone. 

30. Plante selon la revendication 29, caracterisee en ce qu'elle est le tabac, ie coton ou le soja. 

31. Proc6d6 d'obtention d'une plante avec une propri6t6 agronomique am6lior6e, caracterise en ce qu'il 
comprend successivement: 

a) la transformation d'une cellule v6g6tale avec un vecteur selon la revendication 24, et 

b) la regeneration de la plante. 
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